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論文内容要旨
 ヒト精子の受精能獲得の検定法として,透明帯除去ハムスター卵子を用いて精子侵入の有無を
 検査する試みがなされ,臨床応用の可能性が論議されている。しかし,その初期受精過程爾微細
 構造については報告が少なく詳細は不明である。そこでこのシステムを用い受精初期過程のうち
 卵への精子侵入機序を明らかにする目的で走査型電子顕微鏡による経時的観察を行ない,さらに
 卵細胞に接着,結合した精子について形態学的分析を行なった。
 く研究対象ならびに方法>
 成熟雌ゴールデンハムスターに過排卵処置を施し得た卵を酵素処理で透明帯を除去し,一定時
 間前培養した精子で媒精を行ない,5彩CO2,95%Air,37℃で培養を行なった。媒精後1,
 2,3,4時間後に卵を取り出し,位相差顕微鏡下に精子の卵細胞への接着及び侵入の確認を行な
 とともに,それぞれを電顕用試料とした。卵子は2.5%グルタールアルデハイドで固定後,上昇
 エタノール系列で脱水,酢酸イソアミルで置換後,臨界点乾燥を行なった。そして金蒸着を行な
 い,日立S-450及びS-750型走査型電子顕微鏡にて観察した。
 <研究成績>
 ①卵細胞質表面は均一な長さの微絨毛が密生し卵全体をおおい,極体の表面は滑らかで微絨
 毛を欠いていた。
 ②位相差顕微鏡による観察では精子侵入率は媒精後1時間で0%,2時間で15.3%,3時間
 で29.7%,4時間で61.4%と各1時間ごとに有意に増加した。一卵子あたりの平均精子侵入数
 を示す多精子率はそれぞれ0,0.19,0.32,1.83と有意に増加した。
 ③精子頭部の卵子への接着様式は1時間目では水平に接着していたものが50彩,垂直のも
 のが50%であったが,2時間では水平のものが91.2%,垂直のものが8.8%と水平に接着する
 精子が有意に増加した。3時間目も同様で水平のものが93.5%,垂直のものが6.5%であった。
 これに対して尾部を含めた精子全体の接着様式は媒精後の時間により有意の変化を認めず,卵表
 面に水平に接着する精子の割合は87.5,89.7,9L7%と一定していた。
 ④先体反応を起こした精子頭部はAcrosomalvesiculationもしくはAcrosomalcapが取
 れた状態で観察された。卵表面に接着していた精子のうち先体反応を起していた精子は58.3,
 69.1,96.8%と時間的経過とともに有意に増加した。
 ⑤卵表面の微絨毛と精子のlnteractionで特徴的な事は微絨毛が精子頭部に長くのびてまき
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 ついて,あたかも微絨毛に精子が捕えられている状態,いわゆるMicrovillitrapが見られた事であっ
 た。Microvillltrapが観察された精子は66.7,58.8,93.5%と媒精後3時間目で有意に増加した。
 また一精子あたりのMicrovillitrapは43±2ρ,56±26,96±36と時間的経過に伴ない有意に増加した。
 ⑥先体反応とMicrovillitrapの関係を見ると時間経過とともに卵表面に接着した精子のう
 ち先体反応eかつtrapeの精子及び先体反応eかつtrap㊥の精子の2群が有意に減少し,先体
 反応①かつtrap㊥の精子は有意に増加した。
 ⑦精子侵入の起こる条件では最初に精子頭部後幅域にMicrovillitrapが起こり,次の段階
 として後帽域の形質膜上に微絨毛の細胞成分が観察され,精子と卵子の間のMembranefusion
 が確認された。さらに進むと精子頭部後帽域全周にわたり微絨毛が被い,この時点では精子頭部
 先端はまだMicrovilliintactの状態であり,後帽域より卵細胞質への侵入が起こることが示唆
 された。
 ⑧精子頭部が侵入した周囲の微絨毛については形態,大きさについて著明な変化は観察され
 ず,いわゆるIncorporationconeは認められなかった。
 <考案>
 現在,透明帯除去ハムスター卵子へのヒト精子の侵入を利用して受精能獲得(capacitation)
 の検定,受精至適条件の検討などの臨床応用について検討が加えられている。
 今回の結果で①卵細胞表面の絨毛はMicrovillitrapという積極的な働きをすること。②精子
 の侵入は後幅域から開始し,次に頭部先端部,最後に尾部が取りこまれることが判明した。これ
 らの事よりヒト精子の透明帯除去ハムスター卵子への侵入を見るという異種配偶子間受精でも同
 種間受精と形態的類似性を有し,このシステムが受精の実験または検査モデルとして評価できる
 ものと考えられた。
 また媒精後1時間の試料では卵細胞に接着していた精子のうち58.3%が先体反応を起していた
 が,卵細胞質へ侵入したものはなく,透明帯除去ハムスター卵は種特異性は低いものの,卵表面
 に接着して直ちに膜融合が開始するのは同種のハムスター精子に限られ,異種間受精の阻止作用
 vitellinemembraneblock)が存在する事が示唆された。
 し、噂
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 審査結果の要旨
 現在まで卵への精子侵入機序の研究で報告されている実験動物はマウス,ラットが主要なもの
 で,ヒト精子とは頭部の形態及びその運動様式が異なっていて,ヒト精子の卵細胞への侵入機序
 蝿、、.
 についての研究は少なく,その詳細は不明の点が多い。現在ヒト精子の受精能獲得の検定法とし
 て透明帯除去ハムスター卵子を用いて精子侵入の有無を検査する試みがなされ,臨床応用の可能
 性が論議されている。本研究ではこの・システムを用い受精初期過程のうち卵への精子侵入機序を
 明らかにする目的で走査型電子顕微鏡による経時的観察を行ない,媒精後一定時間ごとに観察さ
 れた卵細胞接着精子について形態学的分析を加えたものである。卵への精子侵入機序に関する
 分析的研究を行なうためにはまず受精の場となるべき培地,しかも最小必須培地を作る必要があ
 り,同時に培地内の受精の再現性が高いものでなければならないが,本研究においては上記の目
 的のために精子の前培養時間の設定,培養液中のヒト血清アルブミンの種類,濃度,Lot番号の
 設定などのpreliminarydataの集積の上に再現性の高い実験系を設定し,その分析的検討を意義
 あるものにしている。
 走査型電子顕微鏡は焦点深度が大きく,立体的に生物試料を観察することが可能であり,従
 来は透過電顕像の再構築によって得られた像を直接観察することにより細胞表面の構造やその
 機能的なつながりをありのままに見る事がその大きなメリットである。本研究においてはこの大
 きな利点を生かし,受精初期過程のうち精子の卵細胞への接着様式,接着精子の先体反応の時間
 的推移,卵細胞表面の微絨毛の受精過程における寄与について明らかにしている。そしてヒト
 精子の卵細胞への侵入機序について①精子頭部後帽域でのMicrovillitrap。②後帽域における
 membranefusion。③精子頭部先端の侵入。という過程で進行することを明らかにした。
 現在,この透明帯除去ハムスター卵子を利用し,ヒト精子の受精能力の検討,受精至適条件の
 検討がなされているが,本研究の結果が柳町らのハムスター精子とハムスター卵子の同種間受
 精の報告と同様の形態で観察されたことはヒト配偶子間の体外受精実験モデルが倫理上不可能
 であるため,この透明帯除去ハムスター卵を利用するモデルは受精の実験モデルとして合目的な
 Alternativeであることを示した。そしてさらに,透明帯除去ハムスター卵子は種特異性が薄れ
 ているとはいえ,異種闇受精の阻止作用が卵細胞膜にも存在することを示唆した。'
 以上のように本論文はヒト精子の卵細胞への侵入機序を走査型電子顕微鏡により明らかにした
 ものとして,その意義を認めることができる。よって本論文は学位授与に相当するものと考える。
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